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山 野 潤
ヵ ル パ イ ン ほ カ ル シ ウ ム 依存性 の シ ス テ イ ソ プ ロ テ ア ー ゼ で , 膜蛋白や プ ロ テ ィ ソ キ ナ ー ゼ C な どを 限定分解す る こ と
が知 られ て い る . しか し, カ ル パ イ ン が虚血 性神経細胞障害に お い て果た す役割に つ い て は まだ 十分 に は 解明さ れ て い な い ･
本研究に お い て は , ニ ホ ン ザ ル を 対象 と して ,
一 過性脳虚血後に 海馬 c o rn uA m m o nis l(C A l) に 生ず る遅発性神経細胞死 の
機序 に 関 して , カ ル パ イ ン に注目 し, ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ トと 免疫組織化学 に よ る検索を行 っ た ･ 抗体 と して は , 非活性型 の カ
ル パ イ ン , 活性型 の カ ル パ イ ン , お よ び カ ル パ イ ン の 基質の
一 つ で ある フ ォ ドリ ソ の 分解産物 に 特異的 に 反応す るもの の 計 3
種類を使用 した . そ の 結果 , 虚血 後の 海馬 に お い て ほ正 常海馬に 比較 して 非活性型の カ ル パ イ ン ほ減少傾向を 示 し, 活性型 の
ヵ ル パ イ ン は海馬 , こ とに C A l に おい て 有意 な増加 を示 した . ま た , フ ォ ドリ ン の 分解産物 は l 正常海馬 に は み られ ず虚血後
の 海馬全領域 に お い て 発現 して い た . 以上 の 結果 よ り , 一 過性脳虚血後 に 海馬 の C A lに 特異的に 生ず る カ ル パ イ ン の 活性化
ほ , そ の 遅発性神経細胞死の 一 因を な すもの と推測 さ れた .
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1982年に｣ Kirin o
l) は砂ネ ズ ミ を 用 い て , 一 過性脳虚血 の 後 に
海鳥 c or n uAm m o nisl(C A l) 領域の 錐体細胞が遅発性神経細
胞死をきたす こ とを 報告 した . そ れ 以来 , 遅発性神経細胞死 の
成因に 関 して は t 砂 ネズ ミ , ラ ッ ト な どの 主 と して 者歯煩 を対
象と して , 多数 の 研究が な されて い る
2)ユ}
. そ れに もか かわ らず ,
遅発性神経細胞死 の 成因 に つ い て ほ , 現在な お 未解決 な点 が多
い
. 同様 の 虚血 を 受け て い る に もか か わ らず , C Al 領域 の
ニ ュ
ー ロ ン の み が なぜ選択的 に 脆弱性 を示 すか に つ い て は 1 十
分な 説明がな され て い な い .
一 過性脳虚血後の 海馬 ニ ュ ー ロ ン に お い ては t 細胞外 グル タ
ミ ソ 酸濃度が著明に 上昇 し
4)
, そ の 結果 , 細胞 内 の カ ル シ ウ ム
イ オ ン 濃度が増加す る こ と ほ , 従来か ら広く知 られて い る . グ
ル タ ミ ン 酸 は N- メ チ ル ー D- ア ス パ ラ ギ ン 酸 (N-m ethyトD-
aspa rate, N M D A) 受容体チ ャ ン ネル を 介 して , 細胞外の カ ル シ
ウ ム イ オ ン の 細胞内流入 を 促進す る と 推定 され て い る . しか
し , 最近 Naka nishiらの グル ー プ は ∴組織 に おけ る ハ イ プ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 法に よ り N M D A受容体チ ャ ン ネ ル は C A lの み
に 限局せ ず海馬 の 全領域 に 分布 して い る こ と を 明 ら か に し
た5)
6}
. した が っ て.. N M D A受容体 チ ャ
ン ネ ル を介す る カ ル シ ウ
ム イ オ ン の 流入 が C A lに 特異的に 生ず ると は考 え難 い .
先に , Ya m ashim aら
7)は ニ ホ ン ザ ル の 海鳥 ス ラ イ ス 標本を 用
い て t 一 過性脳虚血 が もた らす カ ル シ ウ ム イ オ ン 渡 度変化の 動
態解析と ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 4,5- ニ リ ン 酸の 免疫組織
化学的検索 を お こ な っ た . そ の 結果 , 20分間の 低酸素 一 無 グル
コ ー ス 刺激 の後に は , 海馬の C A l領域に お い て カ ル シ ウ ム イ
オ ン 濃度の 増加 と ホ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ ト ー ル 4,5エ リ ソ 酸の
染色性の 増加が特異的に 生ず る こ とを 観察 した . そ して , ホ ス
フ ァ チ ジル イ ノ シ ト
ー ル 4,5エ リ ン 酸の 加水 分解 に よ っ て 生ず
るイ ノ シ ト ー ル 1,4,5一 三 リ ソ 酸 が 内在性の カ ル シ ウ ムイ オ ン の
動員 をきた すもの と 推定 した . しか し , カ ル シ ウ ム イ オ ン の 増
加に よ っ て な ぜC A lニ ュ ー ロ ン の 遅発性細胞死 が惹起 さ れ る
か に つ い ては , 現在な お 未解決である .
本研究 に お い て は , カ ル シ ウ ム イ オ ン に よ っ て 活性化され る
シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ であ る カ ル パ イ ンさ) とそ の 基質 で ある
フ ォ ドリ ゾ)に 注目 して , 一 過性脳虚血後に C A lニ ュ ー ロ ン に
特異的に 発生す る病態を , ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト な ら びに 免疫組
織化学的に 検討 した .
対象お よび方法
Ⅰ . 動 物
実験 に は , 体 重 6.5 から 9.8 kg の ニ ホ ン ザ ル (〟dC αC d
ル∫C 血) を 9頭用 い た . そ の 内訳 は ▲ ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト用 が
4頭 , 免疫阻織化学的検索用 が 4 敵 お よび 脳循環動態 の 検索
用 が 1頭で ある .
Ⅰ . 脳壬盾環動態の測定
150-H20 を 用い て , 一 過性脳虚 血 の 負荷前後の 局所脳 血流を
ポジ ト ロ ン 断層法(po sitr o n e missio nto m ogr aphy, PE T)ス キ ャ
ナ ー ･ S H R-2400(浜松ホ ト ニ ク ス 製, 静 岡) に て 測定 した . 下
腿静脈よ り注入 した
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0-H20 を, 大腿 動脈 よ り連続採 血 して ,
そ れ よ り得 た動脈血液中濃度曲線に よ り絶対値 を求め た ･ 1 回
平成 6年12月16 日受付, 平成 7年2月 6日受理
A bbreviations ‥C A, C O r n uAm m onis; N M D A, N- m ethyl-D- a Sparate; P B S, Pho shate
-buffer ed salin e; P ET,
positr on emis sio nto m ogr aphy
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の 測定 に つ き ▲ 1.3 G Bq の 放射能量を使用 した .
Ⅲ . 虚血 モ デ ル の作成
1 . 麻酔
1.5 % の フ ロ ー セ ソ を 吸入 させ た後 , 硫酸 ア ト ロ ピ ン (田辺 ,
東京)0.2mg の 筋注 を行 っ た . フ ロ ー セ ン に よ り緩徐に麻酔を
導入 し, 気管内挿管 して , 全身麻酔を行 っ た . 麻酔の 維持 は ,
0.5 ～ 1.0 % フ ロ ー セ ソ , 60 %笑気 , 40 %酸素 に て , 半閉鎖式調
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節呼吸 と して 行 っ た . 麻酔 中は 乳酸リ ン ゲ ル 液 の 持続点滴を
行 っ た .
2 . 虚血 手術
全身麻酔下に おい て サ ル を仰臥位に 固定 し , 正 中部 の 第 1 か
ら第3肋骨お よ び胸骨 を除去 した . 胸膜 を破 らな い よう に 留意
しつ つ 縦隔内に進入 し, 大動脈弓を露出 した . 腕 頭動脈 およ び
鎖骨下動脈の分岐部を確保 した後 , 金属 ク リ ッ プ に て血 流を 完全
Fig･1･ W ester nblot a n alysis of m o nkey hip po c a mpu s u sing an a ntibody again stin a ctiv ated for m of iL
- C alpain ･ Sam ple s w er e
lo aded o nlO %polyacrylami de gel, tr a n Sferred o nto apolyvinylide n ediflu oride m e mbra n e, and w er edetected u sing an antibody
again stin a ctiv ated for m ofFL- C alpain . M ole c ular w eightis sho w n o ntheleft. C, C O n[r ol;Ⅰ,is che mia s a mple;1. C AIs ubfield;
2, C A 2s ubfield; 3, C A 3s ubfield; 4, C A 4s ubfieldarld de ntate g yr u s.
Fig･2･ We sternblot a n alysis of m o nkey hippo c a mpu s u sing a n a ntibody again st a ctiv ated for m of p-C a王pain･ Sa mple s w er e
Ioaded o nl O%polya crylami de gel, tra n Sferr ed o nto apolyvinylide n ediflu oride m e mbr a n e, a nd wer edete cted u sing an a ntibody
again st a ctiv ated fo rm of p-Calpain . M olec ular w eightis sho w n o nthe left. C, C O ntr Ol;Ⅰ, is chemia s a mple;1, C A Isubfield;






Fig. 3. We ster nblot a nalysis of m onkey hippo c a mpu s u sing a n a ntibody again st pr ote olyz ed 150
-k Da for m of fodrin ･ Sa mples
W er eloaded on 5.5 %polya crylami de gel, tr a n Sferr ed o nto a polyvinylide n ediflu o ride m e mbr an e, a nd w er edete cted u sing a n
antibody against pr oteolyz ed 150
-k Dafor rn Of fodrin. M olec ular w eightis sho w n o nthe left. C, C O ntr Ol;Ⅰ, is che mia s a mple;
1, C AIs ubfield; 2, C A 2s ubfield;3, C A 3s ubfield;4, C A 4subfieldand de ntate g yru s.
Fi. 4. Im m unohisto chemic alstaining of the m o nkey hippo c a mpu s u sing a n a ntibody again stin a ctiv ated for m ofiL
-C alpain ･ (A)
1 Co ntroI C A l(×1 87). (B) C A l im m ediately afte r tr a n sie nt br ain is che mia (×187)L (C) Co ntroI CA4 (×94)･ (D) C A
4
irn rnediately aftertr a n sie nt br ain is chemia(×94)･
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に 遮断 し, 20分後に 再開通 させ た . 生化学的検索 に ほ t サ ル を
腹臥位 に して 関頭 し, ウ ィ ル ス 輪を 凍固切断後すば や く脳 を摘
出 した . 摘 出脳は , 冷却 した Tris 緩 衝液 (pH 7.6) に 5m M
ED T A, 5m M メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 100FEM ロ イ ペ プ シ ン を
含んだ 溶液中に て , 海馬 の 各部位 を実体麒敏鏡下に分割 した .
直ち に S D S試料溶液中に て ホ モ ジナ イ ズ して , 95 ℃に て 3分
間温め た 後 - 20 ℃に て 保存 した .
また , 免疫風織化学的検索に は l 左心 室 よ り生食水 を潅流 し
た後, 0･1 M リン 醸緩衝液(pH 7.4) (phosphate-buffer ed s alin e,
P】〕S)で溶解 した 4% パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド1 ～ 2J を約1時
間かけて注入 し, 濯流固定を行 っ た . 関頭 して 取 り 出した 海馬
組織は l 同液 で さ らに24時間固定 した 後 , ア ル コ ー ル に て 脱水
し, パ ラ フ ィ ン に 包哩 した 上 で , 4J` m の 蒋切切片を作製 した .
Ⅳ . 抗 体
非活性型の カ ル パ イ ン と活性型の カ ル パ イ ン 川 お よび フ ォ ド
リ ソ の 分解産物11)を 特異的に 認識する 3種頼の ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗体を使用 した .
Ⅴ . ウ ェ ス タ ン プロ ッ ト
電気泳動ほ , La e m mli12)の ドデ シ ル 硫酸 ナ トリ ウ ム ー ポ リ ア
ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動(S D S-P A G E) 法に よ り行 っ た , ア
im m ediately aftertr a n sie nt br ain is che mia(×94).
ク リ ル ア ミ ドの 壌度ほ , 濃縮用ゲ ル ほ 5 %(pH 6.8)に した . 分離
用 ゲ ル の 濃度 は , カ ル パ イ ン 検出 用 に は 10 %(pH 8.8), 融 解
フ ォ ドリ ン 検出用に は 5.5 %(pH 8.8) に 調節 した .
電気泳動終 了後, ゲ ル 上 の 蛋白を ポ リ ビ ニ リデ ン ジ フ ル オ ウ
ド膜(polyvinylide n ediflu oride m embr a n e)(ア ト , 東京)に 転
写 させ , 抗原の 検 出に ほ , エ ソ ハ ン ス ド ケ モ ル ミ ネ セ ン ス
(e nhan ced chem olu min e sc e n c e, E C L)ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト検 出
シ ス テ ム (ア マ シ ャ ム , 東京) を使用 した .
Ⅵ . 免疫組織化学的観察
ポ リー し リ ジ ン (poly-し1ysine) を塗布 した ス ラ イ ドグ ラ ス 上
に 貼布 した検休を , キ シ レ ン を用 い て 脱 パ ラ フ ィ ン した . ア ル
コ
ー ル を通 した後 , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活性 を抑え るた め
に 0･3 %過酸化水素を含む メ タ ノ ー ル に20分間浸 した , 非特異
的反応を抑え るた め に 正 常ウ マ 血 清 と30分間反応 させ た 後 ,
P BSに て よく洗浄 し , 上 記の 各抗体 を室温 に て 12時間反応 さ
せ た ･ ア ピ ジ ン 叫 ビ オ チ ン ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合体
(a vidin-biotin-Pe rO Xidas e c omple x, A B C)(Ve ctor, Burlinga m e,
米国)を用 い て 免疫染色を施行 し , 0,02 %過酸化水素水と 0.1 %
(1mg/ml) ジア ミ ノ ベ ン ジ デ ィ ン (3,3, -dia min obe n zid ine






ニつご モ† . ∫､合 一
D
Fig･5･ Im m u n ohisto che micalstaining of the m o nkey hippo c a mpu s u sing an a ntibody against activ ated forrn of p- C alpain . (A)
Contr oI C A l(×187)･ (B) C Al im m ediately after tr an sie nt br ain is che mia (×187)･ (C) Co ntr oI C A 4(×94). (D) C A 4
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pH 7.2 で調整)を同量混合 した 溶液中に て発色 させ て 観察 した ･
成 績
Ⅰ . 脳循環動態
ク リ ッ プ 中ほ ほ ぼ 完全 に 脳血 流が無くな っ て お り, 脳血 流が
完全に遮断 され て い る こ とが P ET で確認 され た ･
Ⅱ . ウ ェ ス タ ン ブ ロ 1ソ ト
1 . 非活性型 カ ル パ イ ン
海馬の 全領域 に お い て , 非活性型の カ ル パ イ ン は 虚血 前に 比
べ て , 虚血 後 に は 僅か なが ら発現量が減少 して い た (図1)･ し
か し , C A l と他の 領域の 減少の 度合 い に は 有意差ほ 見 ら れ な
か っ た .
2 . 活性型カ ル パ イ ン
活性型の カ ル パ イ ン は , 虚血 前に は発現は全く みられ な か っ
た が , 虚血 後に お い て は全て の 部位 に おい て 発現が み られた ･
部位別に み ると , C A l に おける発現量ほ他 の 部位 に 比 べ て 有
意に 多か っ た (図2).
3 . フ ォ ド リ ソ の 分解産物
虚血前 に お い て ほ フ ォ ドリ ン の 分解産物 の 発現 は み ら れ な
野
か っ た が , 虚 血 後に お い て は , い ずれ の 領域 に お い て も強い 発
現 がみ られ た (図3).
Ⅲ . 免疫組織化学的観察
1 . 非活性型 カ ル パ イ ン
虚血 前で は , 海馬 の い ずれ の 部位に お い て も ごく軽度の 発現
が み られ た ( 図4 , A, C). 虚血 後 に お い て は , 海馬の い ずれ の
部位 に お い て も僅 か な が ら 発現 の 減少 が み られ た (図4 , B,
D).
2 . 活性型 カ ル パ イ ン
虚血 前で は特異的 な発現部位ほ無く , 錐体細胞 , 額粒細胞の
核の み が薄く染 ま っ て い た (図5 , A, C). しか し, 虚血 後に お
い て は 海馬 の 全 て の 領域 に お い て強く発現が見 られた (図5 ,
B. D). 特に C Alに おい て , 核周 開の 胞体 に 強く発現が み られ
た (図5 , B).
3 . フ ォ ドリ ン の 分解産物
フ ォ ドリ ン の 分解産物ほ , 虚血 前(図6, A, C)に 比 べ て 虚血
後(図6 , B, D)に お い て , い ずれ の 領域に お い て も発現が増加
して い た . しか し, 活性型 カ ル パ イ ン の よ う に 核 周 囲の 胞体だ
けで ほ なく t 上 昇層 1 放線層 , 分子層 な ど海馬全体的に 発現が
Fig. 6･ Im mu n ohisto che mic alstaining ofthe m o nkey hip po c a mpu s u s
ing a n a ntibody against pr ote olyz ed 1 50
-k Da form offodrin･
(A)Co ntr oI C A l(×94)･ (B) C A l im m ediately after tra n sient br ain is che mia (
×187)･ (C) Co ntr oI C A 4(×1 87)･ (D) C A
4
im m ediately aftertr a n sientbr ain is che mia(×1 87)･
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強く な っ て い た .
考 察
脳虚血後 に 細胞外の グ ル タ ミ ソ 酸濃度 が上 昇す る結果 , 細胞
内の カ ル シ ウ ム イ オ ン 濃度が 上 昇する こ と は , グ ル タ ミ ソ 酸 ･
カ ル シ ウ ム 仮説13)14)と して広く認 め られ て い る . こ の カ ル シ ウ
ム イ オ ン の 上 昇機構に ほ ▲ 細胞外 グル タ ミ ン 酸 に よ り N M D A
受容体チ ャ ン ネル を介 して カ ル シ ウ ム イ オ ン の 流入 が起 こ る系
と , 代謝調整型 グル タ ミ ン 酸受容体を介 して ホ ス フ ォ リ パ ー ゼ
C が活性化 され , そ の 結果生ず るホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル
4,5エ リ ン 酸の 加水分解に よ っ て 細胞内の カ ル シ ウ ム イ オ ン の
放出を促す糸 の 両者がある15). こ の 細胞内カ ル シ ウ ム イ オ ン 濃
度の 上 昇に よ っ て , カ ル シ ウ ム 依存性 の プ ロ テ ア ー ゼ が異常に
活性化され るた め に , 一 連 の 虚血 性神経細胞障害が起きるもの
と推定され る .
カ ル パ イ ン 伸一7)ほ , 代表的な カ ル シ ウ ム 依存性 の 細胞内プ ロ
テ ア ー ゼ で あり , 基質を 限定的 に 分解する こ と に よ りそ の 性質
を修飾する作用 が ある . 現在 ま で に , 〟 塾, m 型の 2種 の 亜 型
が同定され て い る8). すな わ ち , 前者は 〟M 濃度 の カ ル シ ウ ム
イ オ ン で 活性化 が生ず る の に 対 し て , 後 者 は そ の 活性化 に
m M 濃度 の カ ル シ ウ ム イ オ ン を 必要と する .
〃 お よ び m カ ル パ イ ン ほ とも に 分子量約8 万の 大サ ブ ユ ニ ッ
ト と分子量約 3 万の 小サ ブ ユ ニ ッ トか ら構成 され る . 小サ ブ ユ
ニ
ッ ト は 両者 に 共通で あり , カ ル シ ウ ム イ オ ン に 対する要求性
は大サ ブ ユ ニ ッ ト に よ っ て決定 され ると 考え られ て い る . カ ル
シ ウ ム イ オ ン に よ っ て カ ル パ イ ン が 活性化さ れ る と , 大サ ブ ユ
ニ
ッ トは N末端 の シ ス テ イ ン 残基を 自己 消化 し1 活性化状態と
な る .
カ ル パ イ ン の 基質と して は , 大 まか に 細胞骨格系蛋白質や酵
素群 , 膜リ セ プ タ ー な どが知 られ て い る . 神経細胞に お い ても
カ ル パ イ ン が活性化 され る と , 基質が 限定分解を受け , そ の 生
化学的性状が変化す る . た と えば , 細胞内の ア ク チ ン 糊 や チ エ
プリ ン 刷 な どが基質 と な ると , これ ら の 形態変化の みな らず ,
蛋白質の 裏打 ち構造の 変化
20) を介 して 膜や 細胞の 形態 に まで 影
響を及ぼ す. 本研究に お い て も , 受 容 体の 裏打 ち蛋白 で あ る
フ ォ ド リ ン の 分解産物が海馬の 全領域 で 証明 され た .
一 方 , カ ル パ イ ン は t リ ン 酸化酵素 , ホ ス フ ァ タ ー ゼ , ホ ス
ホ リ パ ー ゼ な どの 酵素を 活性化す る こ とに よ り, い わ ゆ る情報
伝達系を過剰に 刺激す るもの と考 え られ る . た と えば , フ ォ ス
フ ォ リ パ → ゼ C の 活性化 に よ る ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル
4ふ ニ リ ン 酸の 加水分解 の 促進や , プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C21}の
活性化 に よ る N M D A受容体チ ャ ン ネ ル の 上 向き調節 は ∴細胞
内 カ ル シ ウ ム 濃度 の 一 層の 上昇 をもた らす .
神経細胞内の カ ル シ ウ ム イ オ ン 濃度 は , お よ そ 100nM と推
定 され て い る . こ の 生理 的細胞内カ ル シ ウ ム イ オ ン 濃度は , 感
受性の 高 い 〃 カ ル パ イ ン で すら活性化す るの に は低すぎ る. し
か し, 特定の リ ン 脂質や そ の 分解産物 の 存在下で 〃 カ ル パ イ ン
の 活性化に 必 要な カ ル シ ウ ム イ オ ン 濃度は 低く な る と され て い
る
. す なわ ち , Hatha w ay ら
22)は , ホ ス フ ァ チ ジル セ リ ン や ホ ス
フ ァ チ ジル イ ノ シ ト ー ル な どが カ ル パ イ ン の 活性化を促進する
こと を報告 した . また , Saido ら23)は t フ ォ ドリ ン を基質 とする
実験系を用い て , 〃M 以下 の 低い カ ル シ ウ ム イ オ ン 濃度 では こ
れ らの 酸性リ ソ 脂質 よ りも フ ォ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ ト ー ル 4- -
リ ン 酸や ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 4,5二ニリ ン 酸な どの ポ リ
ホ ス ホ イ ノ シ チ ドが , よ り強く カ ル パ イ ン を活性化する こ とを
報告 した . さ らに , Ya m asb 血a らT) は , 一 過性脳虚血後に 海馬
の C Al ニ ュ ー ロ ン が ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 4,5一 ニ リ ソ
酸の 染色性の 増加を示 す こ とを , 免疫組織化学的に 証明 した .
した が っ て , 本研究で 明 らか に した 〃 カ ル パ イ ン の 活性化ほ ,
ホ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ ト ー ル 4,5- ニ リ ン 酸の 存在下で 助長 され
て い る 可能性が高い .
本研究 に お い て ほ t 一 過性脳虚 血後 に 海馬 C A lニ ュ ー 日 ソ
に お い て 〟 カ ル パ イ ン が 特異的に 活性化 され て い る こ と を , 生
化学的な らび に 免疫覿織化学的に 証 明 し得た . しか し, 〃 カ ル
パ イ ン の 基質である フ ォ ドリ ソ の 分解産物に 関 して は 海馬 の 各
領域間に 有意差 を証明し得なか っ た . こ れに つ い て ほ , 以下の
如く 3通りに 解釈する こ と が 可 能 で ある . す な わ ち , 第1 に
は , 活性化 され た 〃 カ ル パ イ ン が 基質とす るフ ォ ドリ ソ の 量に
制限が あり , 活性化された 〟 カ ル パ イ ン の 絶対量 に 比 べ て フ ォ
ドリ ン の それ が は るか に 少なか っ た こ とが 考え られ る . こ の 場
合, フ ォ ドリ ソ の 分解産物に 見か け上 の 差異が な く とも不 思議
で ほ ない . 第 2に は , 活性化 され た フ ォ ドリ ソ の 分解産物 が不
安定 であるた め に , 分解後の 150k Da の 産物が次 々 と変性 をき
た し抗体に認識され なか っ た可 能性 が ある . 第3 に ほよ 活性化
され た 〃 カ ル パ イ ン に は C A lに お い て , フ ォ ドリ ソ 以外の 蛋
白を基質と して い る可能性がある.
Saido ら は , 〃 カ ル パ イ ン が培養細胞の 実験系 で プ ロ ティ ソ
キ ナ ー ゼ C の 調節 ドメ イ ン を はず し, そ れ を活性化する こ とを
証明 した . また , W ieloch ら24)は 一 過性脳虚血後 に プ ロ テ ィ ソ
キ ナ ー ゼ C の 絶対量が増加 して い る こ とを 示 した . も し, 一 過
性脳虚血後に 〟 カ ル パ イ ン が プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ C を限定分解
し て い る と すれ ば , 活性化 さ れ た プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C ほ
N M D A受容体チ ャ ン ネ ル を 上向き調節 し , さら に 多く の カ ル
シ ウ ム イ オ ン を細胞外か ら細胞内 へ と 流入 さ せ る 可 能性 があ
る . また ,
一 旦 , 〟 カ ル パ イ ン に よ っ て調節 ドメ イ ン を はずさ
れ た プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C は他 の プ ロ テ ア ー ゼ に よる 分解を 受
けやすい こ と が知られ て い る . こ の 場合, 細胞 内の 情報伝達系
そ の も の が 破綻をきた し, 細胞死に つ なが る可能性がある .
以 上 まと め ると ,
一 過性脳虚血後に は サ ル 海馬 C A lニ ュ ー
ロ ン に おい て , 特異的に 〟 カ ル パ イ ン の 活性化が生ずる こ とが
生化学的な ら びに 免疫覿織化学的に 証明され た . しか し, 〃 カ
ル パ イ ン の 基質と な り得る フ ォ ドリ ン の 分解産物 は , 海馬 の 全
領域に ほ ぼ 同程度に 見られ た . した が っ て , 〃 カ ル パ イ ン の 活
性化は フ ォ ドリ ン に 作用 するの みな らず, プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
C な どを限定分解する こ とに よ っ て , 遅発性神経細胞死 の 一 因
を な して い る こと が推定され た .
結 論
ニ ホ ン ザ ル を用 い て , 全身麻酔下 で 腕頭動脈と無名動脈を 一
過性に 遮断する こ と に よ り脳虚血 モ デ ル を作製 した . そ して ,
カ ル シ ウ ム 依存性の プ ロ テ ア ー ゼ で ある カ ル パ イ ン とそ の 基質
である フ ォ ドリ ン の 分解産物の 発現 を , ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ トな
らび に 免疫鼠織化学に よ り検索 した . カ ル パ イ ン の 活性化が虚
血性神経細胞障害の 発生に い か な る役割を果た して い るか に つ
い て 考察 した .
1 . 非活性型の カ ル パ イ ン は l 正 常海馬に お い て は海馬の 全
領域に 同程度に 存在 してい た が , 虚血後に ほ僅か な が らも減少
を示 した .
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2. 活性型の カ ル パ イ ン は t ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト で は C A l
に 有意に 多く発現が見られ , 虚血前 に 比べ て C A lニ ュ
ー
ロ ン ,
掛 こそ の 核周囲の 胞体に 強 い 発現 を示 した ･
3 . カ ル パ イ ン の 基質で ある フ ォ ドリ ン の 分解産物 の 発現
は , 虚血 後の 海馬 で は 有意な増加を示 した もの の , 海馬の 各領
域 に よ る差異ほ見 られ な か っ た ･
4 . 虚血 後 に 活性化 された カ ル パ イ ン は t C Alニ ュ
ー
ロ ン に
お い て t プ ロ テ ィ ソ キ ナ
ー ゼ C な どフ ォ ドリ ソ 以外 の 蛋白を基
質 と して い る こ と が示 唆 され た .
5 . 以上 よ り ト 脳虚 血後 に 生 じ るカ ル パ イ ン の 活性化は , 海
鳥 C A lに お け る遅発性神経細胞死の 発生 に 重要な役割 を果た
して い る と考え られた .
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Eey w ords calpain, hipp∝ ampuS,is che mia, m O nkey,delayed neuro naldeath
C alcium -a Cdvatedneutralcystein epr ote ase･ C alpain,is kn o w ntoproteolyzefb d rin orprotein kin aseC. Ho w e v er,the
role ofcalpaininische mic ne ur on alinjurieshas notbee n clari丘ed･ Tus study w asperfo rm edto clari fythe role ofcalpainin
thedev elopm ent of delayed neur onaldeath afte rtr an Sien tbrainischemiain thehip poca mpal C A lofprim ates, u Sing W este m
bloth ng andirr munOhistoche micalanalys es･ T bree anti bodiesthatspeCi丘c allyrec ognlZein activ ated or acdv ated fo rmS O叫
Calpain, andfbdrin breakdow nproducts w ere used･ hcr e a s e ofactivatedu-C alpain together withdecrease ofin acdv ate叫 -
C alpaln W er e Obser v ed especia11y in the peri karya ofC Al n euro n s after tr an Sie ntbrainische mia. In c o nFast, fodrin
breakdov mproduc ts･ Which wer enotobserved in 血e c ontr ol hip poc amPu S,in c re ased in alls ector s of hip poc ampuSafter the
ische mia･ T hese r esults s ug gest thatthe activatio n ofLL-C alpaln afterbrain ische mia plays a nimporta nt rolein the
dev e10Pm entOf delayedneuro nal de athofthehippoc amPal C Al･
